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摘要 : 利用 聚合 酶 联 反 应 (PCR) MARA Pe BER AK (SDS-PAGE) 技术 分 析 了 5 种 中 国 苏 云 
金 杆菌 制 剂 菌株 的 伴 抱 晶体 策 日 及 其 基因 组 成 。 结 果 发 现 ，5 种 菌株 均 食 有 crylAa 和 /或 < 和 /或 
d 和 /或 ER, RA BiH Virus 菌株 含有 cyl Ab 基因 ，cryI1A4 基因 编码 的 伴 孢 晶体 明白 分 子 量 
约 为 130 kD; RA JSR C 菌株 含有 cry1B 基因 ， 其 编码 的 伴 孢 晶体 熏 白 分 子 量 约 为 138 kD; BR 
HB-Bi C 菌株 外 ， 其 余 4 个 菌株 均 含有 cry2Aa 和 /或 5 基因 ， 这 类 基因 编码 分 子 量 为 70 kD 的 伴 
RASA: 所 有 5 个 菌株 都 含有 yll 基因 ， 其 编码 的 伴 孢 晶体 蛋白 分 子 量 应 为 81.2 kD， 但 实 
验 中 未 曾 检 测 到 cry17 基因 的 表达 ; 所 有 的 菌株 都 不 含有 ryle 和 cry1D 基因 。 
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苏 云 金 杆菌 (Bacillus thuringiensis Berliner: 简称 Bt) 为 格 兰 氏 阳性 细菌 ， 是 目前 世界 
上 应 用 最 为 成 功 的 微生物 杀 虫 剂 ， 其 应 用 量 占 整个 生物 杀 虫 剂 的 90% ， 而 且 具 有 逐渐 增 大 的 
趋势 11。 通 常 Bt 制剂 的 主要 杀 虫 活性 物质 为 伴 孢 晶体 蛋白 和 芽孢 ， 有 些 产 品 也 含有 BS 
素 ， 这 些 成 分 之 间 具 有 了 明显 的 增 效 作用 [231。 伴 孢 唱 体 蛋 白 又 称 为 杀 虫 晶体 蛋白 〈ICPs) 或 
-ARR EARS BEGAN TEN -RS AR, VHA. HME. MASS 
虫 具 有 较 强 的 毒 杀 作 用 和 专 一 性 41。 这 些 蛋 白 由 不 同 的 基因 编码 ， 根 据 编码 基因 的 同 源 性 可 
划分 为 18 个 主要 类 别 51。 

随 着 Bt 制剂 应 用 量 的 增 大 ， 在 室内 外 已 经 发 现 多 种 害虫 对 Bt 的 伴 孢 唱 体 蛋白 产生 了 不 
同 程度 的 抗 性 [6-8]。 这 样 迫 使 人 们 一 方面 对 害虫 的 抗 性 机 理 、 抗 性 遗传 和 进化 等 进行 详细 研 
究 ， 以 寻求 阻止 或 克服 害虫 对 Bt 抗 性 的 途径 : 另 一 方面 寻找 高 效 的 Bt 菌株 和 新 的 伴 孢 晶体 
蛋白 基因 ， 既 能 拓宽 Bt 的 杀 上 忠 谱 ， 又 能 提高 Bt 的 杀 虫 活性， 更 为 有 效 地 控制 害虫。 

ERE Bt 已 经 用 于 防治 多 种 重要 的 农林 害虫 ， 近 年 来 不 仅 其 产量 大 大 增加 ， 而 且 Bt A 
品 制剂 的 品种 也 逐年 增多 。 由 于 我 国 Bt 基础 研究 较为 薄弱 ， 使 用 的 菌 种 主要 是 通过 引进 ， 使 
得 生产 三 家 对 有 些 产品 的 菌株 来 源 不 大 清楚 ， 尤 其 对 菌株 所 包含 的 伴 孢 晶体 蛋白 及 其 基因 知 
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之 甚 少 ， 这 样 不 能 为 使 用 者 提供 足够 信息 ， 给 害虫 对 Bt 的 抗 性 管理 带 来 很 大 困难 ， 因 而 我 们 
认为 很 有 必要 对 此 进行 深入 研究 。 

ERREKA (PCR) 是 一 种 检测 目标 DNA 序列 最 为 有效 和 快速 的 方法 :小 ， 已 经 被 许多 
学 者 用 于 鉴定 Bt 的 伴 孢 晶体 蛋白 基因 组 成 和 预测 它们 的 杀 忠 活性 [~3]。 本 文 应 用 PCR FOR 
AA Oc HC EBS LK (SDS-PAGE) 技术 ,分 析 了 我 国生 产 的 5 种 Bt 制剂 菌株 的 伴 孢 晶体 蛋白 
及 其 基因 组 成 。 


1 材料 与 方法 


1.1 Bt 菌株 

5 个 供 试 菌株 是 从 我 国生 产 的 5 种 Bt 制剂 中 分 离 ， 制 剂 来 源 见 表 1。 用 于 PCR 分 析 的 对 
照 菌株 包括 : HD-1 菌株 为 Bt kursiaki 亚 种 ， 从 Dipel 商品 制剂 《Abbott 实验 室 生 产 ) 中 分 
A: Bt-CS1 菌株 为 Bt aizawai 亚 种 ，HD-137 菌株 。 所 有 菌株 都 保存 在 LB 营养 培养 基 上 。 


表 1 5 种 苏 云 金 杆 菌 制剂 的 来 源 和 特性 


Table 1 The sources of the five Chinese Bacillus thuringiensis products 


制剂 代号 剂型 产品 来 源 效 价 U/mg) 
Products Preparation Manufacturer Active ingredient 
HB-Bt P 粉剂 湖北 BT 发 展 和 资源 中 心 18 000 
HB-BtC 悬浮 剂 湖北 BT 发 展 和 资源 中 心 2 400 

Bt + Virus 病毒 混合 剂 海南 南 奇 生物 工程 公司 

JS-Bt P 粉剂 江苏 扬州 生物 实验 厂 10 000 
JS-Bt C 悬浮 剂 江苏 里 下 河 地 区 农 科 所 微生物 实验 厂 8 000 


1.2 DNA 样品 准备 

5 个 供 试 菌 株 和 3 个 对 照 菌株 分 别 接 种 到 LB SEE LL. E 30 人 条 件 下 培养 12 一 16 h; 
每 个 菌株 挑 取 单 个 适当 大 小 菌落 ， 悬 译 在 50 xL Aak H, AH 5 min 以 破碎 细胞 ， 待 其 冷 
却 后 ， 在 常温 、14 000 r/min 离心 5 min， 收 集 上 清 液 作为 PCR 的 DNA 样品 。 
1.3 位 孢 晶体 蛋白 基因 的 PCR 扩 增 

测试 的 伴 孢 晶体 蛋白 基因 包括 : cry14, 1B. 1C, 1D, 11 和 cry24。 选 择 每 个 基因 的 专 
一 性 引物 对 并 合成 ， 所 有 引物 对 的 序列 结构 、 反 应 产物 大 小 和 退火 温度 等 列 于 表 2。HD-1 # 
株 用 作 cry14、cry24 和 crylT 基 因 的 对 照 ， BtCS1 和 HD-137 菌株 用 作 cry1C 和 cry1D Æ 
因 的 对 照 ， 没有 菌株 作为 ery1B 基因 的 对 照 ， 蒸馏 水 用 作 每 个 反应 的 空白 对 照 。 

PCR 反应 是 在 FST-320 全 上 自动 DNA 扩 增 仪 上 进行 ， 反 应 温度 和 反应 时 间 设 置 如 下 : 进 
入 循环 前 90 人 预 变性 2 mins 然后 进入 35 个 循环 反应 ， 每 个 循环 为 : 94 亿 变性 1 mn, EK 
1 min， 退 火 温度 根据 不 同 的 引物 而 设 定 〈( 表 2)，72C 下 延伸 1 min 15 s; 最 后 72C 下 延伸 
10 min。 取 反应 产物 20 uL 在 1.S% 琼 脂 糖 凝 胶 电 汶 。 依 据 反 应 产物 大 小 确定 伴 孢 晶体 香 白 基 
因 的 是 否 存 在 。 
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m2 PCR 反应 专 一 性 引物 及 其 特性 
Table 2 The characteristics of PCR specific primers used 

引物 对 鉴定 的 基因 产物 大 小 (bp) 引物 序列 退火 温度 CC) 参考 文献 
Primers Genes identified PCR products The sequences of primers used Annealing temp. References 
LeplA crylAa, b, 490 5‘CCGGTGCTGGATTTGTGTTA3’ 52 Carozzi et al.» 
Lep1B cs ds e 5’ AATCCCGTATTGTACCAGCG3’ 1991 
Lep2A cryl* 986 5‘CGAGAAAGTCAAACATGCG3’ 55 Carozzi et al.» 
Lep2B crylAb 908 5‘ ACATGCCCTTTCACGTTCC3’ 1991 
Cry1 BS cryl Ba 367 5’ TTCATCACGATGGAGTAA3’ 50 Ceron et al.» 
Cry1B3 5‘ ATAATTTGGTCGTICTGTT3’ 1994 
CrylC5  crylC 130 5‘ AAGATCTGGAACACCTTT3’ 48 Ceron et al.» 
Cry1C3 5’ AAACTCTAAATCCTTTCAC3’ 1994 
Cry1D5 cry1D 290 5’ TGCAGCAAGCTATCCAAS' 48 Ceron et al.» 
Cry1D3 5 TTTGAATTGTCAAGGCCTG3’ 1994 
Cry2A5 cry2Aas b 1 070 5‘ AGATACCCTTGCTCGTGTAA3’ 55 Asono et al.» 
Cry2A3 5 TAGGCCCGTGCTCCACCAGG3' 1993 
Cry1I5 crylla, b 1 145 5‘GATCCTTGTGTTGAGATAY’ 55 Gleave et al.» 
Cryl I3 5'TGAAACTAAAGAATCCAGA3’ 1993 
x 用 此 引物 产生 986 bp TEE cry 1Aa> 1Ac> 1Ad> 1Ca> bs 1Db, 1Ea; b» 1Fa» 6: 1Ga 1Ha. b 等 基因 


* This primers produced the 986 bp band with cry lAa, LAc, 1Ad, 1Ca, b, 1Db, 1Ea.b, 1lFa,b, 1Ga, 1Ha, b genes 


1.4 DNA 序列 分 析 


由 于 缺少 cry1B 基因 的 对 照 菌株 ， 为 了 确定 该 基因 的 PCR 产物 ， 我 们 对 产物 进行 了 克隆 
和 序列 分 析 。 整 个 过 程 包括 ， PCR 反应 ， 产 物 的 纯化 ，DNA 的 连接 OH pGEM® -T Vector fF 
ABE, Promega 公司 生产 )、 转 化 及 筛选 ， 重 组 质粒 DNA 的 制备 ， 在 DNA 自动 测序 仪 上 测 
定 其 序列 。 通 过 Internet 搜索 测定 序列 的 同 源 基因 。 
1.5 ” 伴 孢 晶体 蛋白 的 纯化 和 SDS-PAGE 

5 种 菌株 和 HD-1 菌株 分 别 接种 在 LB 固体 培养 基 上 ，30C 下 培养 4 一 $ 天 ， 在 相差 显 微 





镜 下 检查 芽孢 高 峰 期 ， 在 产 孢 高 峰 期 用 蒸 饮水 收集 细菌 ; 用 超声 波 破 碎 细 胞 ， 清 水 洗 2 一 3 次 
去 除 芽 孢 ， 加 到 90%, 80%, 70%., 60% 的 葡萄 糖 梯度 液 上 [4 ， 在 4 低温 和 真空 状态 下 ， 





25 000 r/min 离心 6.5 一 12 h; 用 相差 显微镜 确定 伴 孢 唱 体 和 蛋白 带 ， 收 集 该 重 白 带 ， 用 蒸 饮 水 
悬浮 、14 000 r/min 离心 20 min， 弃 上 清流 ， 册 用 蒸 饮水 悬浮 ， 同 样 转速 离心 20 mn BR 
清洗 3 一 S$ Kk, BEAL RASA. 

纯化 的 伴 孢 晶体 蛋白 用 于 SDS-PAGE 分 析 ， 有 具体 操作 参照 Laemmli 的 方法 。 


2 BER 


2.1 伴 孢 晶体 蛋白 基因 分 析 
用 上 述 各 种 专 一 性 引物 对 5 种 中 国 Bt 菌株 的 伴 孢 晶体 蛋白 基因 进行 PCR 扩 增 得 到 的 反 
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应 产物 大 小 见 表 3。 综 合 Lep 1 和 Lep 2 (图 1) 两 种 引物 对 的 PCR 扩 增 片段 大 小 得 到 ，5 个 
菌株 均 含 有 crylAa M/R c 和 /或 d M/R e ZA, RA Bt+ Virus 菌株 包含 cryl Ab 基因 。 
对 其 它 引 物 对 的 PCR 扩 增 片段 分 析 显 示 ， 除 HB-Bt C 菌株 外 ， 其 余 4 个 菌株 均 含 有 cry2A Æ 

A; 只 有 JS-Bt C 菌株 包含 cry1B 基因 ; 人 cryll 基因 ; 没有 菌株 包含 
cry1C 和 crylD 基因 。 


HB-Btp Bt-virus JS-Btc 
marker HB-Btc JS-Btp HD1 H,O 


1 000 


800 


600 





图 1 Lep2 专 一 性 引物 的 PCR 反应 产物 
Fig.1 PCR product profiles of the five Chinese Bt strains with Lep 2 primer 


表 3 用 不 同伴 孢 晶体 蛋白 基因 引物 对 5 种 中 国 Bt 进行 PCR 扩 增 片段 大 小 * 
Table 3 The PCR products of the five Chinese Bt strains with different primers 





不 同 引物 的 PCR 扩 增 片段 大 小 (bp) 





Be Be The PCR products with different primers (bp) 
Strains 
Lepl Lep2 cry1B cry1C cry1D crylI cry 2A 

HB-Bt P 490 986 = = = 1 145 1 070 
HB-Bt C 490 986 = = = 1 145 = 
Bt + Virus 490 986, 908 = = = 1 145 1 070 
JS-Bt P 490 986 z E = 1 145 1 070 
JS-Bt C 490 986 367 = = 1 145 1 070 
HD-1 490 986, 908 1 070 
Bt-CS1 130 290 1 145 
HD-137 130 290 1 145 





x “一 ”表示 没有 PCR 产物 (indicates no PCR products) 


2.2 cry1B 引物 的 PCR 扩 增 片段 的 序列 分 析 

对 cry1B 专 一 性 引物 的 PCR 反应 产物 进行 DNA 序列 测定 ， 得 到 的 序列 长 度 为 367 bpo 
通过 计算 机 的 比较 ， 发 现 该 PCR 反应 产物 和 crylBa2 基因 的 相应 序列 具有 99.5% 的 同 源 性 ， 
因而 认定 该 基因 为 cry1Ba2. 
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2.3 伴 孢 晶体 蛋白 的 SDS-PAGE 分 析 

伴 孢 晶体 蛋白 的 SDS-PAGE 分 析 结 果 见 图 2。 从 图 谱 上 可 以 看 到 ，5 个 菌株 均 有 一 条 分 
子 量 为 130 kD 的 蛋白 带 ， 与 cry1A 基因 编码 的 蛋白 质 分 子 量 大 小 一 致 ; 除 HB-Bt C 菌株 外 ， 
其 余 菌 株 都 有 一 条 分 子 量 大 小 为 70 kD 的 蛋白 带 ， 与 cry2A 基因 编码 的 伴 孢 晶体 蛋白 分 子 量 
大 小 一 致 ; JS-Bt C 菌株 还 有 一 条 分 子 量 为 140 kD 的 弱 蛋 白带 ， 与 cry1B 基因 编码 的 伴 孢 唱 
体 蛋白 分 子 量 大 小 一 致 ， 因而 SDS-PAGE 与 PCR 扩 增 的 分 析 结 果 一 致 。 





图 2 5 个 Bt 菌株 的 SDS-PAGE 扫描 图 谱 
Fig.2 SDS-PAGE scanning profiles of crystal proteins purified from the five Chinese Bt strains 
1. 标准 样品 (MW markers); 2. HD-1 菌株 (Strain HD-1); 3. HB-Bt P 菌株 (Strain HB-Bt P); 
4. HB-Bt C 菌株 (Strain HB-Bt C); 5. Bt+ Virus 菌株 (Strain Bt + Virus); 
6. JS-Bt P 菌株 (Strain JS-Bt P); 7. JS-Bt C 菌株 (Strain JS-Bt C) 


3 讨论 


综合 PCR 分 析 和 SDS-PAGE 分 析 结 果 发 现 ， 除 HB-Bt C 菌株 不 包含 Cry2A 外 ， 其 余 菌 
株 的 主要 伴 孢 晶体 蛋白 为 CrylA 和 Cry2A, 这些 蛋白 均 对 鳞 翅 目 害 虫 具有 很 强 的 毒 杀 作 
用 [3,4,2]。 此 外 JS-Bt C 菌株 还 含有 CrylB 晶体 蛋白 ， 该 蛋白 既 对 鳞 翅 目的 小 菜 蛾 和 菜 青 虫 具 
ASAE, UMMM AERA Ae, 用 高 压 液 相 色谱 (HPLC) 技术 对 该 菌株 
的 伴 孢 晶体 蛋白 进行 进一步 分 析 结 果 显 示 ，CrylB 蛋白 的 含量 占 该 菌株 分 沁 的 伴 孢 晶体 蛋白 
总 量 的 15% 左 右 ( 张 光 美 等 ， 未 发 表 数 据 )。 由 于 两 类 伴 孢 晶体 蛋白 的 作用 机 理 不 同 ， 因 而 
该 菌株 很 有 可 能 被 用 来 延缓 或 阻止 鳞 翅 目 害 虫 对 Bt 单一 伴 孢 晶体 蛋白 基因 制剂 的 抗 性 发 展 。 

从 PCR 分 析 结 果 可 以 看 到 ，5 个 菌株 均 含有 cyll 基因 ， 该 基因 编码 的 伴 孢 晶体 蛋白 分 
子 量 为 81.2 kD， 是 一 类 对 鳞 翅 目 害 虫 具 活 性 或 者 是 对 鳞 翅 目 和 鞘翅 目 具 有 双重 活性 的 蛋 
A'1819] ， 然 而 SDS-PAGE 分 析 却 没有 发 现 该 分 子 量 大 小 的 蛋白 带 (图 2)。Shin 等 (181 报 道 该 
基因 在 Bt 菌株 间 普 遍 存 在 ，Gleave 等 [20] 研 究 发 现 cyll 基因 缺少 一 个 上 游 启 动 子 ， 该 基因 
通常 是 隐 性 的 ， 没有 发 现 该 蛋白 也 就 不 足 为 奇 。 此 外 ，Kostichka $7 发 现 从 B. 
thuringiensis AB88 菌株 中 得 到 的 CG cryl I 基因 在 培养 12 h 时 的 表达 量 达 到 高 峰 ， 而 在 本 研 
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究 中 ， 我 们 是 用 培养 5 天 左右 收集 的 蛋白 进行 SDS-PAGE 分 析 ， 也 许 该 基因 的 表达 存在 时 间 
上 的 差异 。 不 管 怎样 ， 由 于 该 蛋白 基因 具有 一 定 的 应 用 价值 ， 因 而 详细 情况 有 待 进一步 研究 。 

研究 结果 还 表明 ，PCR 技术 是 一 种 检测 、 鉴 定 Bt 伴 孢 晶体 蛋白 基因 的 快速 、 准 确 而 简便 
的 方法 。 把 PCR 和 SDS-PAGE 分 析 结 合 起 来 ， 则 既 能 检测 鉴定 基因 种 类 ， 又 能 确定 基因 是 个 
表达 。 如 果 再 结合 HPLC 技术 ， 则 能 更 详细 给 出 Bt 的 基因 组 成 和 香 白 组 成 ， 为 生产 和 应 用 提 
供 足 够 信息 ， 为 解决 害虫 对 Bt 的 抗 性 提供 研究 基础 。 
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Analysis of five Chinese Bacillus thuringiensis formulations 
for the endotoxin components 
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Abstract: In this paper, we investigated five Bacillus thuringiensis (Bt) strains from four major manufac- 
turers of Bt products in China for the endotoxin components by PCR and SDS-PAGE. All five strains har- 
bour cry 1Aa and/or c» and/or d» and/or e genes» only the Bt + Virus strain has cryl Ab gene. The 
cryLA class of genes encodes for insecticidal crystal proteins with MW of 130 kD and toxic to Lepidoptera. 
The JS-Bt C strain contains the cry1.B gene» which encodes for a 138 kD crystal protein: potentially toxic 
to both Lepidoptera and Coleoptera. Four of the five strains CHB-Bt P> Bt+ Virus» JS-Bt P» and JS-Bt C? 
harbour the cry2^a and/or b genes» which encode 70 kD crystal proteins toxic to Lepidoptera. All of the 
five strains have the ery1I gene which appears to be cryptic in all the strains. None of the five strains har- 


bours the crylC and cry1D genes. 


Key words: Bacillus thuringiensis; insecticidal crystal proteins: genes: PCR: SDS-PAGE 


